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Үндэслэл: Дархлаа тогтолцооны хэвийн үйл 
ажиллагаа алдагдсаны улмаас ANA (Antinucle-
ar Antibody) болон бусад уургийн бүтээгдэхүүн 
үүсэж, өөрийн бие махбодын эсийн бүтцийн хэсэг 

рүү довтолсноор аутоиммун эмгэг үүсдэг1,2. Ауто 
эсрэгбиеийн шалтгаантай 80 гаруй төрлийн өвчин 
эмгэг үүсдэг байна3. Тархалтын хувьд 5-500:100,000 
байдаг бол манай орны хувьд аутоиммун эмгэгийн 
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Товч утга: 
Үндэслэл: ANA (Anti-Nuclear Antibody) нь өөрийн эсийн ДНХ, 
РНХ, гистон уураг зэрэгт чиглэсэн аутоиммун механизмаар үүсдэг 
аутоэсрэгбие юм. Ийлдсэнд агуулагдах ANA-г илрүүлэх нь аутоиммун 
эмгэгийн үед оношилгооны маркер болдог бөгөөд ФХЭБУ-ын in-house 
оношлуурын цомгийг боловсруулах нь эмнэлзүйн болон эдийн засгийн ач 
холбогдолтой. Зорилго: Ийлдсийн ANA илрүүлэх ФХЭБУ-ын in-house 
цомгийн загварыг боловсруулах зорилго дэвшүүлэв. Арга, аргачлал: 
HEp-2 гэх олон төрлийн антигенийг агуулсан хавдрын шугаман эсийг 
антиген болгон ашигласан бөгөөд эсэд суурилсан ба эсээс ялгасан 
уургийг ашиглах гэсэн хоёр төрлийн арга зүйгээр туршилт судалгааг 
хийв. Эсийг бүхлээр ашиглахдаа 1 үүрэнд 20,000 эс байхаар тооцож 
хийсэн бол эсээс ялгасан уургийг 1 үүрэнд 5 мкг/мл байхаар тооцож 
анхдагч ба хоёрдогч эсрэгбиеэр үйлчлэн OD (Optical Density) утгыг 
тодорхойлов. Анхдагч эсрэгбие болох оношлуураар ANA эерэг эсвэл 
сөрөг тодорхойлогдсон ийлдсийг УНТЭ-ийн хэрх үе судлал, үе сэргээх 
төвийг түшиглэн цуглуулж хяналт болгон ашиглав. Хоёр төрлийн арга 
зүйгээр боловсруулж буй ФХЭБУ-ын үр дүнд антигенийг урвалын 
самбарт бэхлэх, өвөрмөц бус холболтыг саатуулах, анхдагч ба хоёрдогч 
эсрэгбиеэр үйлчлэх концентраци, хугацаа зэрэг нөлөөлж байв. Эерэг 
болон сөрөг хяналтын OD утгын зөрүүг нэмэгдүүлж буй протоколыг 
боловсруулав. Үр дүн: Уураг ашигласан загварын үр дүнгийн эерэг 
болон сөрөг хяналтын утгын зөрүү ойрхон тодорхойлогдсон ба статистик 
ач холбогдол бүхий ялгаагүй (р>0.05) байв. HEp-2 эсийн уургийг 
ашигласан цомгийн эерэг хяналтын OD утга 3 ба 5 дахь туршилтад 
өндөр тодорхойлогдов. Эерэг болон сөрөг хяналтын OD утгын зөрүүг 
нэмэгдүүлж буй протоколын оновчтой нөхцөлийг боловсруулав. Үүнд: 
Урвалын хавтанд бэхлэгдэн ургасан эсийг 1:1 метанол-ацетон ашиглан 
өрөөний температурт 20 минут бэхжүүлнэ. Эсийн эндоген пероксидазыг 
0.1%-ийн quenching буферээр хориглож, 10%-ийн тугалын ийлдсийн 
альбуминаар өвөрмөц бус холболтыг саатуулна. Анхдагч эсрэгбиеийг 
1:300-аар 30 минут, хоёрдогч эсрэгбиеийг 1:20,000-аар 1 цаг үйлчилнэ. 
HEp-2 эсийг бүхлээр ашиглахад эерэг ба сөрөг хяналтын утгын зөрүү 
статистик ач холбогдол бүхий ялгаатай (p˂0.0001) байв. Дүгнэлт: HEp-2 
эсийг бүхлээр нь ашиглан эсэд суурилсан арга зүйгээр ийлдсийн ANA-г 
илрүүлэх ФХЭБУ-ын in-house цомгийн технологийг боловсруулав.

Түлхүүр үг: 
Шугаман эс
Эсэд суурилсан 
ФХЭБУ
Аутоиммун
HEp-2 эс
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тархалтын судалгаа хангалттай хийгдээгүй ба 2014–
2018 оны хооронд 1145 тохиолдол бүртгэгджээ4. ANA-г 
шинжлэхийн тулд эмнэлзүйн лабораторид арилжааны 
ANA ELISA оношилгооны цомгийг түгээмэл 
хэрэглэдэг ба үйлдвэрлэгчээс хамааран дунджаар 9-17 
төрлийн цэвэршүүлсэн антиген агуулсан байдаг5. Бид 
судалгаандаа HEp-2 (Human Epidermoid Carcinoma) 
гэх бөөмийн болон цитоплазмын 150 гаруй антиген 
агуулсан хавдрын шугаман эсийг антиген болгон 
ашигласан6. Энэ нь нэг дор олон төрлийн бөөмийн эсрэг 
үүссэн эсрэгбиеийг илрүүлэх боломжтойгоос гадна 
эдийн засаг, цаг хугацааны хэмнэлттэй, оношилгооны 
ач холбогдолтой учир in-house ANA ELISA цомгийн 
загварыг боловсруулах үндэслэл болж байна. 

Зорилго: Ийлдсийн ANA-г илрүүлэх ФХЭБУ-ын in-
house цомгийн загварыг боловсруулах.

Арга, аргачлал: Энэхүү судалгааг АШУҮИС-ийн 
ШУТДС-ийн санхүүжилттэй хэрэгжсэн “Аутоиммун 
эмгэгийн оношилгооны ФХЭБУ-ын оношлуур 
үйлдвэрлэх” төслийн хүрээнд Био-Анагаахын 
хүрээлэнгийн Эсийн өсгөврийн лабораторийг түшиглэн 
туршилт судалгааны загвараар хийж гүйцэтгэв. 
АШУҮИС-ийн Судалгааны ёс зүйн хяналтын хорооны 
2023 оны 04 сарын 21-ний өдрийн №2023/03-04 
тоот хурлаар төслийн судалгааг эхлүүлэх ёс зүйн 
зөвшөөрөл авсан. HEp-2 гэх хавдрын шугаман эсийг 
ОХУ-ын Новосибирск дэх эсийн сангаас захиалан авч 
шууд бус ФХЭБУ-ын цомгийн загварыг боловсруулав. 
Шугаман эсийг дулбеккогийн (DMEM) эсийн тэжээлт 
орчинд 10% уургийн үхрийн ийлдэс нэмэн, 5%-ийн 
CO2 -ийн агууламжтай 370С-ийн орчинд өсгөвөрлөж, 
4-5 удаагийн сэлгэн зорчуулсны дараа туршилтанд 
ашигласан7. Загварыг боловсруулахдаа HEp-2 эсийн 
уургийг ашиглах, HEp-2 эсийг бүхлээр ашиглах гэсэн 
хоёр төрлийн арга зүйгээр туршин үзэв. 
HEp-2 эсийн уургийг ялган, ашигласан арга зүй: Эсийг 
задлагч буфер (RIPA lysis buffer) ашиглан задалж эсийн 
антиген агуулсан хэсэг болох супернатант хэсгийг 
цуглуулж, концентрацийг бицинхониний хүчлийн 
цомгоор (Pierce BCA Protein Assay Kit) тодорхойлов. 
Уургийн бэхлэлтийг фосфатын буфержуулсан 
давсны уусмал (PBS) болон карбонат буфер гэсэн 
уусмал ашиглан ФХЭБУ-ын хавтанд (1 үүрт - 5mcg/
ml) хийж 40С-д шөнийн турш инкубацлав. Өвөрмөц 
бус холболтыг саатуулахын тулд тугалын ийлдсийн 
альбумин (BSA)-ийг 5%, 10%-ийн концентрациар 
туршив. Анхдагч эсрэгбиеийн концентацийг 1:10-аас 
1:1000 хооронд, хоёрдогч эсрэгбиеийн концентацийг 
1:10,000-аас 1:30,000 хооронд шингэрүүлэн, инкубаци 
хийх хугацааг 30 минут, 1 цаг болон 2 цаг тус тус 
туршин эцсийн үр дүнг гэрлийн шингээлтээр (OD- Op-
tical Density) тодорхойлов8. 
HEp-2 эсийг бүхлээр ашигласан буюу эсэд суурилсан 
арга зүй: Тогтвортой ургасан эсийг эс тоолуур 
(Hemocytometer) ашиглан тоолж, өсгөврийн орчноор 

шингэрүүлэн ФХЭБУ-ын хавтанд (1 үүрт– 20,000 эс) 
сэлгэн 5%-ийн CO2 -ийн агууламжтай 370С-ийн орчинд 
24 цаг өсгөвөрлөв9-10. Эсийн бэхжүүлэлтийг 1%, 4%-
ийн параформальдегид (PFA) болон 1:1 метанол-ацетон 
ашиглан өрөөний температурт 10 минут, 15 минут, 20 
минут тус тус бэхжүүлж туршив. Эсийн ханыг Triton 
X100 ашиглан нүхэлж, эндоген пероксидазыг 0.06%, 
0.1%, 0.3% болон 0.5%-ийн концентрацийн quenching 
буфер ашиглаж хориглов. Өвөрмөц бус холболтыг 
саатуулахын тулд 10%-ийн тугалын ийлдсийн 
альбумин (BSA) болон 5%-ийн skim milk ашиглав11. 
Анхдагч эсрэгбиеийн концентацийг 1:10-аас 1:1000 
хооронд, хоёрдогч эсрэгбиеийн концентацийг 1:10,000-
аас 1:20,000 хооронд шингэрүүлэн, инкубаци хийх 
хугацааг 30 минут, 1 цаг болон 2 цаг тус тус туршин 
эцсийн үр дүнг гэрлийн шингээлтээр (OD- Optical Den-
sity) тодорхойлов. 
	 ANA эерэг эсвэл сөрөг болох тодорхойлогдсон 
ийлдсийг УНТЭ-ийн Хэрх үе судлал, үе сэргээх төвийг 
түшиглэн цуглуулж хяналт болгон ашиглав.

Үр дүн: Хоёр төрлийн арга зүйгээр боловсруулж буй 
ФХЭБУ-ын үр дүнд антигенийг урвалын самбарт 
бэхлэх, өвөрмөц бус холболтыг саатуулах, анхдагч ба 
хоёрдогч эсрэгбиеэр үйлчлэх концентраци, хугацаа 
зэрэг нөлөөлж байв. 
HEp-2 эсээс ялгасан уургийг ашигласан үр дүн: Уураг 
ашигласан загварын үр дүнгийн эерэг болон сөрөг 
хяналтын утгын зөрүү ойрхон тодорхойлогдсон ба 
статистик ач холбогдол бүхий ялгаагүй (р>0.05) 
тодорхойлогдов. HEp-2 эсийн уургийг ашигласан 
цомгийн загвар боловсруулалтын OD утгын ялгаатай 
байдлыг харуулав (Зураг 1). 

Зураг 1. Эсийн уургийг ашигласан арга зүйн 
хяналтын OD утга

	 HEp-2 эсийн уургийг ашигласан цомгийн 
эерэг хяналтын OD утга 3 ба 5 дахь туршилтад өндөр 
тодорхойлогдов. 
HEp-2 эсийг бүхлээр ашигласан үр дүн: HEp-2 эсийг 
ФХЭБУ-ын хавтангийн үүрэнд амжилттай бэхэлсэн үр 
дүнг харуулав (Зураг 2). 
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Зураг 2. Бичил үүрийн ёроолд ургасан HEp-2 эс 
А. Гэрлийн микроскопийн 4X өсгөлтөөр харагдах байдал 
B. Гэрлийн микроскопийн 10X өсгөлтөөр харагдах байдал

	 Эерэг болон сөрөг хяналтын OD утгын зөрүүг 
нэмэгдүүлж буй протоколын оновчтой нөхцөлийг 
боловсруулав. Үүнд: Урвалын хавтанд бэхлэгдэн 
ургасан эсийг 1:1 метанол-ацетон ашиглан өрөөний 
температурт 20 минут бэхжүүлнэ. Эсийн эндоген 
пероксидазыг 0.1%-ийн quenching буферээр хориглож, 
10%-ийн тугалын ийлдсийн альбуминаар өвөрмөц бус 
холболтыг саатуулна. Анхдагч эсрэгбиеийг 1:300-аар 
30 минут, хоёрдогч эсрэгбиеийг 1:20,000-аар 1 цаг 
үйлчилнэ. HEp-2 эсийг бүхлээр ашиглахад эерэг ба 
сөрөг хяналтын утгын зөрүү статистик ач холбогдол 
бүхий ялгаатай (p˂0.0001) тодорхойлогдов (Зураг 3). 

(Horse-Radish Peroxidase, HRP)-г 1:1000-аас 1:128,000 
хооронд тус тус шингэлэн туршсан байна13. 
	 С.Юрасов (2005) нар HEp-2 эсийн лизатыг 
антиген болгон ФХЭБУ-аар тогтолцооны улаан яршил 
эмгэгтэй хүмүүсийн боловсорч гүйцсэн гэнэн В эсийн 
аутореактив шинжийг тодорхойлоход хяналтын болон 
эмгэгтэй бүлэг хооронд статистик ач холбогдол бүхий 
ялгаа (P=0.0003; P=0.009) тодорхойлогдож байсан 
байна14. Энэ судалгаанд ашигласан эс нь бидний 
судалгаанд ашигласан эстэй адил боловч В эсийн 
аутореактив шинжийг шинжилснээрээ ялгаатай байна. 
Ш.И.Ян (2006) нар 32D ба трансфекцитэй 32Dβ шугаман 
эсэд суурилсан ФХЭБУ-ын загварыг амжилттай 
боловсруулсан бөгөөд янз бүрийн концентраци, 
температур, хрН-ийн өөрчлөлт нь эсрэгбиеийг эстэй 
холбоход хэрхэн нөлөөлж байгааг туршсан нь бидний 
судалгааны арга зүйтэй адил байна15. 
	 К.Гонсалес Родригес (2021) нар ANA 
илрүүлэхдээ гурван төрлийн аргыг хэрэглэсэн бөгөөд 
иммунофлюресценц аргад HEp-2 эс, ФХЭБУ-ын аргад 
цэвэршүүлсэн болон Hep-2 эсээс ялгасан бөөмийн 
болон цитоплазмийн антиген ашигласан байна16. 
Бидний судалгаанд Hep-2 эсийг ФХЭБУ-ын аргад 
ашигласанаараа ялгаатай байна.

Дүгнэлт: HEp-2 эсийг бүхлээр нь ашиглан эсэд 
суурилсан арга зүйгээр ийлдсийн ANA-г илрүүлэх 
ФХЭБУ-ын in-house цомгийн технологийг 
боловсруулав.

Талархал: Энэхүү судалгааг АШУҮИС-ийн 
ШУТДС-ийн санхүүжилттэй “Аутоиммун эмгэгийн 
оношилгооны ФХЭБУ-ын оношлуур үйлдвэрлэх” 
сэдэвт төслийн хүрээнд хийж гүйцэтгэв. Судалгааг 
гүйцэтгэхийг дэмжин, хамтран ажилласан Био-
Анагаахын хүрээлэнгийн хамт олонд талархал 
илэрхийлье.
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Зураг 3. Эсэд суурилсан арга 
зүйн хяналтын OD утга
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Хэлцэмж: Судлаач Н.Стиматти (2023) нар арьсны 
тархмал хатуурал эмгэгийн үед ауто эсрэгбиеийг 
илрүүлэх зорилгоор ФХЭБУ-ын загварыг 
боловсруулахдаа урвалын самбарыг бүрэх антиген, 
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Background: The production of ANA (Anti-Nuclear Antibody) occurs through an autoimmune mechanism that targets 
the DNA, RNA, and histone proteins of one’s own cells. The detection of ANA in serum is a diagnostic marker in auto-
immune diseases, and the development of an in-house ELISA has clinical and economic value.
Aim: To develop an in-house ELISA kit for serum ANA detection. 
Materials and Methods: The HEp-2 cell line, rich in diverse cellular antigens, served as the antigen source. Two meth-
odologies were explored: utilizing whole cells and isolated cell-derived proteins. In the former, 20,000 cells per well 
were employed, while the latter utilized proteins isolated from cells at a concentration of 5μg/ml per well. Serum samples 
categorized as positive or negative for ANA were obtained as primary antibodies from the Center for Rheumatology of 
the First Central Hospital of Mongolia. The ELISA procedure involved measuring Optical Density (OD) values using 
primary and secondary antibodies.
Results: The developed in-house ELISA kits using both methodologies were influenced by various factors including an-
tigen binding, non-specific binding inhibition, and antibody exposure duration. A refined protocol was devised, augment-
ing the disparity in OD values between positive and negative controls. The difference between the positive and negative 
control values ​​of the model using protein was close and there was no statistically significant difference (p>0.05). The 
difference in OD values between the positive and negative controls using HEp-2 cell protein increased in experiments 3 
and 5. Optimal protocol conditions were developed that maximized the difference between the OD values ​​of the positive 
and negative controls including fix the cells attached to the reaction plate with 1:1 methanol-acetone for 20 minutes at 
room temperature. Cell endogenous peroxidase was inhibited with 0.1% quenching buffer, and nonspecific binding was 
inhibited with 10% calf serum albumin. Primary antibody at 1:300 for 30 minutes and secondary antibody at 1:20,000 for 
1 hour. There was a statistically significant difference (p˂0.0001) between the positive and negative control values ​​using 
whole HEp-2 cells. 
Conclusion: We successfully developed an in-house ELISA kit technology for the detection of serum ANA by HEp-2 
cell-based ELISA methodology.
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